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1. Samenvatting 
      De nieuwste moleculaire merker technieken (GISH en FISH chromosoomkleurings-
technieken; NBS-profyling en DArT moleculaire merkertechnieken) zijn toegepast op lelie met 
als doel de overdracht van chromosoomfragmenten in kruisingen tussen verschillende 
leliehybriden (LA OA) te volgen, en in een vroeg stadium te selecteren op resistentie tegen 
Fusarium, Botrytis  en virus. Hierdoor krijgt men inzicht in de vererving van resistenties in deze 
hybride-kruisingen, en kan men gerichter en efficiënter veredelen 
  Met GISH is een groot aantal recombinatie gebeurtenissen geïdentificeerd die in 
verschillende LA en OA-hybriden werden verkregen  met behulp van functionele 2n-gameten. 
Met behulp hiervan zijn recombinatie kaarten van de 3 Lilium genomen geconstrueerd. De BC 
nakomelingen van de LA-hybriden bestonden uit triploïde (2n = 3x = 36), diploïde (2n = 2x = 24) 
en enkele aneuploïde genotypen en die van de OA-hybriden bestonden hoofdzakelijk uit triploïde 
(2n=3x=36) en enkele aneuploïde  genotypen. In de LA-hybriden werden 248 recombinatie 
plaatsen gelokaliseerd op de 12 verschillende chromosomen van elk genoom (L en A). Evenzo 
werden bij de OA-hybriden 116 recombinatie plaatsen gelokaliseerd op de 12 chromosomen van 
het O- en A-genoom. De afstand (in micrometer) van de recombinatie plaatsen tot de centromeren 
werd bepaald. Op basis van deze recombinatieplaatsen werden vier cytologische kaarten 
geconstrueerd. Omdat de Aziatische ouder in beide hybriden (LA en OA) aanwezig is, werden 
twee kaarten geconstrueerd voor het A-genoom aangeduid als Aziaat (L) en Aziaat (O) en één 
voor de Longiflorum (A) en Oriental (A) genomen. Er zijn duidelijke verschillen in de 
hoeveelheid recombinatie tussen de chromosomen wat consequenties heeft voor de introgressie 
veredeling van interessante eigenschappen vanuit de ene lelie sectie naar de andere lelie sectie. 
De moleculair genetische technieken GISH/FISH hebben getoond krachtige instrumenten te zijn 
voor de constructie van cytogenetische kaarten bij interspecifieke kruisingen in gewassen met 
grote genomen zoals lelie. Deze technieken zijn ook gebruikt voor de identificatie en integratie 
van genetische kaarten met chromosoomkaarten. FISH maakt het mogelijk om overgedragen 
chromosoomsegmenten of merkers te volgen in de nakomelingschappen.                                                                         
De DArT genotypering is succesvol verlopen. DArT (Diversity Array Technology) is een op 
microarrays gebaseerde moleculaire merker techniek die variatie in DNA op enkele honderden 
loci simultaan kan detecteren zonder specifieke informatie van genoomsequenties. De DArT 
techniek werd aangepast voor LA-hybriden om efficiënt genetische kartering mogelijk te maken. 
De combinatie van de restrictie enzymen PstI + TaqI genereerde de hoogste frequentie van 
polymorfe genomische representaties voor een genotypen array. Genomische representaties van 
88 F1 LA planten werden gebruikt om een DArT microarray samen te stellen. In totaal werden 
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687 DArT merkers ontwikkeld en 382 polymorfe merkers konden worden geplaatst  op 14 
koppelingsgroepen. De verkregen koppelingskaart met de 382 DArT merkers is 1328 cM 
(3.5cM/merker) lang. De resultaten onderstrepen de potentie van DArT als genetische techniek 
voor genoom karakterisering. Toepassing van de DArT techniek is een effectieve methode om 
genetische koppelingskaarten te construeren, speciaal in gewassen met grote genomen (zoals 
Lilium) waarvoor andere technieken minder bruikbaar zijn gebleken. Er zijn 5 merkers voor drie 
verschillende QTLs (voor Fusarium en virus resistentie) geconverteerd. Alle merkers waren 
afkomstig van de DArT aanpak. 
 
2. Achtergrondinformatie 
Soortkruisingen en verwantschappen bij lelie 
Het geslacht Lilium wordt ingedeeld in 7 secties (De Jong, 1974). Drie secties zijn van 
direct belang voor de huidige teelt en veredeling van lelies te weten de secties 
Sinomartagon, Archelirion en Leucolirion (Fig. 1). Uit ongeveer 10 species van de 
Sinomartagon zijn de Aziatische hybriden ontstaan die meer dan 50% van het huidige 
leliesortiment innemen. De laatste jaren hebben de Oriental hybriden zich spectaculair 
ontwikkeld. Deze hybriden zijn ontstaan uit enkele soorten in de Archelirion sectie. In de 
Leucolirion sectie bevindt zich o.a. de belangrijke soort Lilium longiflorum, die zowel 
in de teelt als in veredelingsprogramma’s een belangrijke rol speelt. L. henryi bevindt 
zich tussen de secties Archelirion en Leucolirion en staat bekend om groeikracht en hoge 
mate van resistentie tegen de ziekten Fusarium, Botrytis en virus. Door toepassing van de 
afgesneden stijl methode en embryocultuur is er een nieuwe hybridegroep, de LA-
hybriden, ontstaan (Van Tuyl et al. 1988). Ook zijn kruisingen van de Oriental hybriden 
en L. henryi door toepassing van deze technieken gerealiseerd (Van Creij et al.1993). 
Door PRI-onderzoek is nog een reeks hybriden ontstaan, waardoor L. longiflorum ook 
gecombineerd werd met de Martagon en de Lilium sectie door kruisingen met  
respectievelijk L. martagon cattaniae en L. candidum. In onderstaande kruisingsveelhoek 
(Fig.1) zijn de zeven secties en de gerealiseerde combinaties weergegeven (Van Tuyl et 
al. 2010). 
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Fig.1. Een kruisingsveelhoek van het geslacht Lilium. 
Grote cirkels geven de secties weer. De kleine cirkels de species, de kleine ellipsen 
bekende soortkruisingsproducten en de grote ellipsen de hybridegroepen. Vette lijnen zijn 
op PRI geslaagde interspecifieke combinaties, de pijlen duiden op de richting van de 
pollenwolk. Afkortingen T= Trumpet hybriden; AS= Aziatische hybriden; O= Oriental 
hybriden; AU= L. auratum; LO= L. longiflorum; HE= L. henryi; CAN = L. canadense; 
CO= L. concolor; DA= L. dauricum; CA= L. candidum; HA= L. hansonii; MA= L. 
maratgon; MO= L. monadelphum; PA= L. pardalinum; RU= L. rubellum; SEM= L. 
sempervivoideum (Van Tuyl et al. 2010). 
 
Doorbreken van kruisingsbarrières 
Bij lelie kunnen globaal drie typen van kruisingsbarrières onderscheiden worden te 
weten: 
1. Kruisingsbarrières die vóór de bevruchting optreden, meestal veroorzaakt door 
remming van de pollenbuisgroei. 
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2. Kruisingsbarrières die optreden nadat bevruchting heeft plaatsgevonden. Hierbij is de 
oorzaak van de barrière embryoabortie en/of endospermdegeneratie. 
3. F1-steriliteit: dat wil zeggen dat bij de overigens groeikrachtige hybriden vanwege 
afwijkingen tijdens de meiose steriliteit optreedt, waardoor verdere veredeling 
onmogelijk is. Bij lelie komen twee typen van 'pre-fertilization barriers' voor, namelijk 
incompatibiliteit en incongruentie. Incompatibiliteit speelt bij lelie een rol bij intra-
specifieke kruisingen, maar vooral bij zelfbestuivingen. Incongruentie komt bij lelie voor 
bij interspecifieke kruisingen. Bij Lilium worden globaal 2 reactietypen van incongruentie 
onderscheiden, waarbij de pollenbuisgroei in verschillende trajecten van de stijl stopt. Het 
eerste traject van remming ligt net onder de stempel. Deze 'upper-inhibition' (Asano, 
1985) vindt 12 tot 24 uur na bestuiving plaats en resulteert in 'short-growth' pollenbuizen 
(Asano, 1980b; Ascher and Drewlow, 1975; Van Tuyl et al. 1988, 1990). De uiteinden 
van de pollenbuizen zijn dan sterk gezwollen. Asano (1980b) veronderstelt dat deze 
remming veroorzaakt wordt door interactie tussen de pollenbuizen en de papilcellen van 
het stijlkanaal. Het tweede traject van remming ligt iets onder het midden van de stijl. 
Deze 'lower-inhibition' (Asano, 1985) resulteert in 'half-growth' pollenbuizen (Asano, 
1980b, Ascher and Drewlow, 1975). De pollenbuizen stoppen 3 à 4 dagen na bestuiving 
plotseling met groeien (Asano, 1980b), terwijl de buizen dan nog 24 uur vitaal blijven 
(Asano, 1982). Deze beide reactietypen blijken omzeild te kunnen worden indien op een 
afgesneden stijl wordt bestoven. In samenwerking met de Vakgroep Plantencytologie en 
Morfologie van de Landbouwuniversiteit te Wageningen is hieraan uitgebreid 
onderzoek verricht (Van Went et al. 1985; Van Roggen etal. 1986; Van Tuyl et al. 1986, 
1990; Janson, 1992).De 'post-fertilization barriers' kunnen op verschillende 
manieren tot uiting komen. Veelal treedt tijdens de ontwikkeling van het embryo abortie 
van het hybride embryo op, als gevolg van degeneratie van het endosperm (Dowrick and 
Brandram, 1970). Ook kunnen abnormaliteiten optreden in de vegetatieve groei van de 
F1 doordat de genomen niet goed samenwerken of doordat het genoom niet goed met het 
plasma werkt. Verder kunnen de F1-planten als gevolg van disharmonie van de genomen 
steriel zijn.Voor alle drie typen van kruisingsbarrières zijn diverse technieken ontwikkeld 
om de barrières te omzeilen.  
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Voor het doorbreken van de barrières vóór de bevruchting zijn verschillende 
methoden ontwikkeld: 
1. De afgesneden stijl methode is een bij lelie ontwikkelde methode waarbij pollenbuis 
remming in de stijl wordt omzeild door de gehele stijl af te snijden en vlak op het 
vruchtbeginsel te bestuiven (Myodo, 1963). 
2. Toepassing van de mentorpollen methode: hierbij wordt bestoven met compatibel 
pollen dat genetisch dood is, maar wel kiemkrachtig. Het mentorpollen wordt vooraf 
of tegelijkertijd met soortvreemd pollen op de stempel aangebracht (Van Tuyl et al. 1982). 
3. Door stijlen te enten kan zowel met de lengte van het orgaan als met de compatibiliteit 
tussen pollen en stijl worden gemanipuleerd. Stijlenting kan plaatsvinden voor of na 
pollenkieming. De geënte stijl methode is op PRI bij lelie al met succes 
toegepast (Van Tuyl et al. 1991).  
4. Optimale beheersing van de condities waarin bestuiving en bevruchting plaatsvindt, 
wordt verkregen door in vitro bestuiving (Zenkteler, 1980). Het is gebleken dat lelie een 
geschikt gewas is om deze techniek toe te passen (Van Tuyl et al. 1991). 
5. Door bestuiving met ongekiemd of gekiemd pollen op de placenta kunnen barrières in 
de stijl omzeild worden (placentale bestuiving). Janson (1992) heeft deze methode bij 
lelie in een samenwerkingsproject tussen WUR en PRI diepgaand onderzocht. 
 
Barrières na de bevruchting kunnen worden omzeild door: 
1. Het toepassen van een embryo-, zaadknop- en/of ovarium(plak)cultuur, waardoor 
vroegtijdige abortie of endosperm degeneratie kan worden voorkomen (North 
& Wills, 1969, Asano & Myodo, 1977; Asano, 1980a; Van Tuyl et al. 1991). 
2. Bij in vitro bestuiving worden onbestoven knoppen in een vroeg stadium al in vitro 
gebracht. Hiermee kan uiteindelijk het gehele bevruchtingsproces beheerst worden 
(Zenkteler, 1980). Onderzoek naar in vitro bestuiving is op PRI uitgebreid onderzocht 
met lelie als modelgewas (Van Tuyl et al. 1991). 
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Herstel van de fertiliteit van steriele F1-hybriden: 
1. Door tetraploïdisatie van steriele F1-hybriden is het mogelijk gebleken de steriliteit 
geheel of gedeeltelijk om te zetten in fertiliteit (Asano1982b, Van Tuyl & Stekelenburg, 
1988; Van Tuyl et al. 1993). 
2. Onderzoek naar het chromosoomgedrag tijdens de meiose geeft informatie over de 
oorzaken van de F1- fertiliteit. Paring van chromosomen tijdens de meiose geeft 
belangrijke aanwijzingen over de kruisbaarheid en de mogelijke introgressie van 
eigenschappen in het nakomelingschap (Asano, 1983, Van Tuyl, 1993). 
 
Fusarium-resistentie in lelie 
Fusarium oxysporum spp lilii is (één van) de belangrijkste ziekte die de leliebollenteelt 
bedreigt. Om dit probleem op te lossen is in het kader van het Urgentieprogramma 
Bollenziekten- en Veredelingsonderzoek (50% financiering Ministerie van Landbouw, 
Natuurbeheer en Visserij; 50% Productschap voor Siergewassen) in 1989 op PRI een 
project begonnen om resistentie tegen deze ziekte te onderzoeken. Dit heeft o.a. 
geresulteerd in een toetsmethode, waarmee verschillen in resistentie op schubbolniveau in 
een kastoets kunnen worden aangetoond. Ook is aangetoond dat er binnen de Aziatische 
hybriden een hoge mate van resistentie aanwezig is. Dit geldt echter niet voor de Oriental 
hybriden en L. longiflorum. (Straathof et al. 1993, Löffler, et al. 1993). Ook op tetraploïd 
niveau blijkt deze resistentie in dezelfde mate tot uiting te komen (Straathof & Van Tuyl, 
1993). Introductie van Fusarium-resistentie in de Oriental hybriden zou dan ook met 
behulp van de Aziatische hybriden mogelijk moeten zijn. Wanneer deze aanpak slaagt, is 
sprake van een doorbraak. 
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3. Korte beschrijving project 
 
Probleemstelling: 
De grootste kruisingsbarrière bij lelie, waarin het leliebedrijfsleven al meer dan 10 
jaar veel energie en (onderzoeks)geld steekt is die tussen Aziatische en Oriëntal 
hybriden. Deze beide hybridengroepen bepalen de leliemarkt. Een combinatie van 
beide groepen zou uitwisseling van belangrijke eigenschappen mogelijk maken. 
Het betreft hier onder meer resistenties tegen de schimmels Fusarium en Botrytis, 
en het virus LMoV. Deze resistenties zullen met name noodzakelijk zijn om het 
bestrijdingsmiddelenverbruik in de toekomst te kunnen minimaliseren en daarmee 
te voldoen aan de regelgeving. Andere eigenschappen die tussen de hybriden 
uitgewisseld kunnen worden zijn de mogelijkheid tot jaarrondforcering, 
verbeterde houdbaarheid en sortimentsverbreding.  
Inmiddels is duidelijk geworden welke technieken nodig zijn om gerichte 
veredeling met hybriden tussen Oriëntal en Aziatische typen (OA-hybriden) 
mogelijk te maken. Op chromosoomniveau kan er nu al d.m.v. technieken zoals 
FISH en GISH gericht geselecteerd worden op de vereiste recombinatie tussen 
Oriental en Aziaat chromosomen die de gewenste combinatie van Oriental en 
Aziaat eigenschappen mogelijk maakt. Een groot probleem hierbij is echter dat de 
selectie van alle eigenschappen in het veredelingsmateriaal al in een zeer vroeg 
stadium moet worden gedaan als gevolg van de beperkte fertiliteit en het geringe 
recombinatievermogen van het hybride leliemateriaal. Deze vroege selectie zou 
mogelijk zijn door gebruik te maken van moleculaire merkers, waarmee de 
overdracht van chromosoomfragmenten met resistentiegenen uit de verschillende 
kruisingsouders naar de hybride nakomelingen kan worden gevolgd en 
aangetoond.  
In een voorgaand PT-project (PT-10314) is met AFLP-moleculaire merkers in een 
Aziatische populatie reeds aangetoond dat dit type moleculaire merkers ook in 
lelie toepasbaar zijn. Echter, het omzetten van de meest succesvolle AFLP-
merkers naar technisch eenvoudig-toepasbare PCR merkers voor de veredeling 
bleek niet zo simpel. In het huidige project zal gebruik worden gemaakt van 
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innovatieve merkermethoden waarmee nieuwe type merkers (anders dan AFLPs) 
voor de drie resistenties zullen worden geproduceerd, n.l NBS-profiling en DArT. 
De verwachting, gebaseerd op ervaringen in andere gewassen, is dat voor deze 
merkers de omzetting naar eenvoudig-toepasbare merkers beter mogelijk is. Dit 
onderzoek maakt het mogelijk dat alle drie de resistenties over de volle breedte 
van de lelieveredeling (Oriental, Aziaat, LA) kunnen worden ingebracht. 
 
Doelstelling(en) en afbakening:  
Het doel van dit project is om effectieve methoden te ontwikkelen om op diverse, 
polygene resistenties (tegen Botrytis, Fusarium, virus) te kunnen selecteren en deze 
resistenties in te brengen in lelierassen. Dit gebeurt op basis van de in voorgaande 
projecten verkregen resultaten in het doorbreken van kruisingsbarrieres tussen Oriental- 
en Aziatische leliehybriden. Dit onderzoek is een samenwerking tussen SLV (12 
lelieveredelingsbedrijven), RDA (Rural Development Administration) in Zuid-Korea en 
PRI te Wageningen. Er zal gewerkt worden met 3 populaties, namelijk: 
1. De Aziatische populatie waarmee gewerkt is in het voorgaande merkerproject. 
Hiermee is een genetische kaart van lelie met ruim 200 AFLP merkers 
geconstrueerd met een bruikbare merker voor resistentie tegen het virus LMoV. 
2. LA (longiflorum x Aziaat), een populatie, die de afgelopen 3 jaar met RDA, 
Zuid-Korea is gebruikt voor moleculaire merkeronderzoek gericht op Fusarium-
resistentie. 
3. AOA, een nieuwe populatie die op basis van het voorgaande 
soortkruisingsproject (PT-11184) is uitgekozen. Deze populatie is afkomstig van 
een OA-hybride, die 2n-gameten produceert, waardoor relatief veel recombinaties 
optreden tussen Oriential en Aziatische genomen (Barba-Gonzalez et al 2004, 
2005a,b; 2006). Dergelijke recombinaties zijn noodzakelijk voor introgressie van 
o.a. resistentie eigenschappen. 
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Te verwachten resultaten:  
1. Eenvoudig toepasbare moleculaire merkers die nauw gekoppeld zijn met genen 
voor resistentie tegen de belangrijkste ziekten in lelie: Fusarium, Botrytis en 
LMoV 
2. Deze merkers zijn met een eenvoudige PCR-toets bij alle lelies met een 
longiflorum, Aziaat of Oriental achtergrond toe te passen. De toets detecteert 
binnen 1 dag welke van de resistentiegenen uit de onderzochte kruisingouders 
aanwezig zijn in de te onderzoeken leliegenotypen. 
3. Inzicht wordt verkregen in het aantal effectieve resistentiegenen tegen de 
genoemde ziekten in de gebruikte populaties, en de posities van die genen op de 
chromosomen van de kruisingsouders. 
4. Inzicht in de mate van recombinatie tussen chromosomen van Aziatische hybriden 
enerzijds en Oriental hybriden anderzijds.  
5. De genetische kaarten van lelie zal kunnen worden aangevuld met een groot 
aantal merkers. Deze genetische kaart met een hoge merkerdichtheid zal een 
belangrijke basis vormen voor moleculaire veredeling in lelie in het algemeen, en 
in de toekomst voor allerlei andere eigenschappen gebruikt kunnen worden. 
 
Bestaande kennis:  
De ziektetoetsen voor Fusarium, Botrytis en virus zijn op PRI ontwikkeld en 
kunnen deels door bedrijven en RDA in Korea toegepast worden. 
De merkertechnologieën zijn op PRI ontwikkeld en zullen verder worden 
ontwikkeld voor de  3 specifieke populaties. Er wordt gebruik gemaakt van 3 
merkertechnologieen t.w. AFLP, NBS-profiling en DArT. Daarnaast zal gebruik 
worden gemaakt van de in situ hybridisatie technieken FISH en GISH, waarmee 
genomen en stukjes DNA op de chromosomen “gekleurd” kunnen worden. 
AFLP: 
In een voorgaand PT-project (PT-10314) is gebruik gemaakt van de AFLP-
techniek. Er is een (niet heel nauw gekoppelde) merker voor LMoV gevonden die 
echter moeilijk te converteren bleek tot een eenvoudig toepasbare merker. 
NBS-profiling: 
 
 12/32 
Het is bekend dat de sequenties van vele resistentiegenen overeenkomsten 
vertonen en dat resistentiegenen (en pseudo-resistentiegenen) in clusters op de 
genetische koppelingskaarten gevonden worden. Op PRI wordt een methode 
gebruikt, genaamd NBS (Nucleotide binding Site) profiling, die efficiënt merkers 
produceert in resistentiegenen (van der Linden et al. 2004). Hierbij worden 
verschillende primers in combinatie met verschillende restrictie-enzymen gebruikt. 
In aardappel is aangetoond dat ca 75 % van de NBS-merkers ook werkelijk 
resistentie genen of resistentiegenanalogen zijn. Met NBS-profiling is het 
mogelijk eenvoudig en zonder risico de uitsplitsing van meer dan 50 extra 
merkers in lelie te bepalen. Deze merkers kunnen eenvoudig op de bestaande 
koppelingskaarten worden geplaatst, en zullen naar verwachting gelocaliseerd zijn 
in of vlakbij resistentie loci. Als deze NBS merkers gezamenlijk uitsplitsen met 
ziekteresistenties is de kans dat deze merkers zeer sterk gekoppeld zijn groot, en 
potentieel kunnen het zelfs de werkelijke resistentiegenen zijn. Om ze 
gemakkelijker te gebruiken zullen ze echter ook omgezet moeten worden in 
eenvoudige, liefst co-dominante PCR-merkers.  
DArT 
DArT (Diversity Array Technology) is een moderne techniek, waarbij gebruikt 
gemaakt wordt van micro-arrays. Met deze techniek kunnen veel (honderden) 
merkers tegelijkertijd in een enkele hybridisatie-assay worden gedetecteerd. Deze 
techniek kan met name toegepast worden bij gewassen met grote genomen, 
waartoe ook lelie behoort. Een belangrijk voordeel van DArT is bovendien dat 
omzetting naar een eenvoudige, betrouwbare PCR-merker relatief eenvoudig is. 
FISH 
Met de FISH–techniek kunnen DNA-fragmenten zichtbaar gemaakt worden op 
foto’s van chromosomen. Als gebruik gemaakt kan worden van DNA-sequentie 
informatie van merkers die nauwgekoppeld zijn aan resistentiegenen, kunnen de 
posities van die resistentiegenen gevisualiseerd worden. Dit geeft de mogelijkheid 
om daadwerkelijk te zien óf een resistentielocus aanwezig is en hoe groot de 
gerecombineerde chromosoomfragmenenten  in de hybride genotypen zijn. Ook 
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kan hiermee bepaald worden wat welk aandeel van het DNA afkomstig is van de 
Aziaat en van de Oriental ouder in de verschillende hybride genotypen 
 
 
Plan van aanpak:  
 
Er zijn een aantal parallele activiteiten te onderscheiden: 
1. uitvoering van de ziektetoetsen (Fusarium, Botrytis en virus) bij de 3 populaties 
(AA, LA en AOA) door de verschillende deelnemers aan het project 
(AA:bedrijven; LA-populatie: RDA, Korea; AOA: PRI) 
2. ontwikkelen van merkers met de nieuwe merkertechnologiëen en constructie 
van een genetische kaart 
3. conversie van de merkers naar eenvoudig-toepasbare PCR-merkers en toetsing 
op algemene bruikbaarheid bij een sortiment lelies 
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4. Resultaten 
4.1 Merker analyse 
Uitgangspunt voor de merkeranalyses zijn twee populaties die uitsplitsen voor LMoV, 
Fusarium en Botrytis resistentie. De twee populaties zijn: de AA populatie; nakomelingen 
van de kruising Connecticut King (CK) x Orlito (OR) en de LA populatie; nakomelingen 
van de kruising White Fox (WF) x Connecticut King (CK). De AOA populatie was 
minder geschikt voor merker onderzoek gezien de uitsplitsing van deze triploïden. Voor 
de beide populaties zijn zowel NBS als DArT merkers ontwikkeld en hiermee de 
nakomelingen gegenotypeerd. Voor de DArT merkeranalyse zijn er aanpassingen op 
bestaande protocollen geïntroduceerd om te compenseren voor het grote genoom van lelie. 
Voor DArT merkers is de bestaande methode aangepast door PstI restrictie enzym te 
gebruiken in combinatie met 5 verschillende frequent knip enzymen (Mse I, Taq I, Mva I, 
or Msp I). Voor PstI werd gekozen omdat het knipt in ongemethyleerde gen rijke stukken 
van het genoom en minder in repeat regio’s. Ook is gekozen om alleen PstI-PstI 
fragmenten te amplificeren voor merker productie zodat het totaal aantal fragmenten 
werkbaar blijft. Naar aanleiding van de eerste tests is gekozen voor de combinaties PstI-
TaqI en PstI-MseI in de AA populatie. Omdat het aantal polymorfe fragmenten met PstI-
TaqI 2x hoger lag voor de LA populatie uitsluitend met deze enzymcombinatie gewerkt. 
In totaal zijn voor de AA populatie 700 merkers ontwikkeld (155 NBS merkers en 244 
DArT merkers naast een bestaande set van 301 AFLP merkers) en zijn voor de LA 
populatie 687 merkers ontwikkeld (34 NBS merkers en 653 DArT merkers).  
  
4.2 Mapping    
NBS en DArT markers zijn geanalyseerd en gebruikt voor de kartering van genetische 
kaarten voor de AA en LA populatie met JoinMap 4.0. Voor alle merkers is de 
uitsplitsing gecontroleerd en getest op een normale uitsplitsing mbv de χ2 test (P=0.05). 
Verwachte ratio’s zijn 3:1 en 1:1. In eerste instantie zijn alleen de 1:1 uitsplitsende 
merkers vanuit CK gebruikt voor de kartering om een kaart met hoge betrouwbaarheid te 
kunnen produceren. Uiteindelijk zijn alle betrouwbare merkers, die in de kaart samen met 
 
 15/32 
in ieder geval twee andere merkers in een koppelingsgroep vallen, verzameld en 
afgebeeld in Figuur 2 en 3.  
Voor de AA populatie zijn in totaal 301 markers met een hoge betrouwbaarheid (LOD 4 
of 5) gekarteerd in 24 koppelingsgroepen (134 AFLP, 70 NBS and 97 DArT markers). 
Gemiddelde afstand tussen merkers is 6.7 cM (~6.7% recombinatie tussen markers) met 
een maximale afstand tussen twee markers van 23 cM (LG 7). In de kaart zijn ook LMoV 
(LG16), Fusarium (2 QTLs van mogelijk 4 aanwezige: LG8 en LG9), fertiliteit 
(aanwezigheid helmhokjes; LG7; dominant), spikkels (LG12, recessief), stengelkleur 
(LG2) en bloemkleur (LG15) gekarteerd. De verkregen koppelingskaart is 1539 cM (5 
cM/merker) lang. 
Voor de LA populatie zijn in totaal 378 markers met hoge betrouwbaarheid (LOD 6) 
gekarteerd in 22 koppelingsgroepen (31 NBS en 347 DArT markers). De gemiddelde 
afstand tussen twee markers is 4.3 cM met een maximale afstand van 26 cM (LG5). In 
deze populatie zijn de eigenschappen stengelkleur (LG2; groen is dominant), spikkels 
(LG12; recessief) en bloemstand (LG11; neerhangend dominant) gekarteerd. De 
verkregen koppelingskaart is 1642 cM (4.3 cM/merker) lang. 
Gebruik makend van markers die in beide kaarten aanwezig zijn en die in de ene kruising 
op dezelfde koppeling groep liggen en in de andere kruising in twee verschillende 
koppelingsgroepen is het mogelijk om koppelingsgroepen aan te wijzen die op hetzelfde 
chromosoom liggen in die laatste kruising. In deze kruising is het aantal markers tussen 
de beide gemeenschappelijk markers dan onvoldoende om de beide koppelingsgroepen 
aan elkaar te knopen. 
Geconcludeerd kan worden dat zowel DArT als NBS markers geschikte marker systemen 
zijn in lelie maar dat in de AA populatie, wat een terugkruisingspopulatie is, er door de 
dominante overerving van de markers veel markers afvallen om de kaart met hoge 
betrouwbaarheid te kunnen maken. Co-dominante markers zijn voor deze AA populatie 
geschikter. 
Ondanks de aanwezigheid van identieke markers (96 markers met paarsgewijze identieke 
scores) blijkt de DArT technologie in de LA populatie een uitstekende merker methode 
waarmee veel merkers kunnen worden gegenereerd. 
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Ziekte toetsing voor botrytis blijkt zeer lastig te zijn en de tot nu toe uitgevoerde toetsen 
laten zoveel variatie zien dat er nog geen eenduidige resultaten zijn waarmee QTL 
analyse kan worden uitgevoerd. Voor Fusarium zijn additionele ziekte toetsen nodig in de 
LA populatie om QTL analyse te kunnen uitvoeren. Het onderzoek wordt voorgezet in 
een TTIGG-project “Bridging the genomes in lily: creating an EST mapping framework 
for introgression breeding” 2009-2012. 
 
4.3 Merker conversie  
Van een aantal markers is koppeling (direct of indirect) vastgesteld met resistentie 
eigenschappen (zie tabel 1). Deze markers zijn verder onderzocht en er is getracht om 
deze markers om te zetten (conversie) in simpele PCR markers die het mogelijk maken 
grote aantallen genotypen te screenen.  
 
Tabel 1. Zes DArT-markers waarmee koppeling met resistentie (Fusarium en LMoV) 
eigenschappen gevonden is 
Marker Eigenschap Koppelingsgroep 
Com.DArT-7 Fusarium A 8 
CKPstTaq_92 (LPT_92) Fusarium A 8 
CKPstTaq_205 (LPT_205) Fusarium A 8 
Com.DArT-10  Fusarium D 9 
15D8_125 LMoV 16 
9C7-374 LMoV 16 
 
Voor Fusarium zijn voor de twee QTLs  4 DArT markers gevonden die geconverteerd 
konden worden. Bij deze QTLs zit de QTL die in eerdere studies altijd als meest 
significante QTL werd aangetoond. Voor deze QTL Fu_A is één marker gevonden 
(CKPstTaq_205 = LPT_205) die in zowel de AA als de LA populatie uitsplitsing geeft. 
Marker Com.DArT-10 is gekoppeld met QTL Fu_D die met wisselende significanties uit 
de resistentie toetsen is gekomen (Van Heusden et al., 2002) en waarvan de afgeleide 
PCR marker in beide populaties uitsplitsing geeft. 
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Voor LMoV is een 1:1 uitsplitsende NBS marker (6MAA7) gevonden die gekoppeld lijkt 
met LMoV (in afstotingsfase). Deze marker splits ook uit in de LA populatie en in 
dezelfde koppelingsgroep LA16 zitten twee DArT markers die geconverteerd worden 
naar simpele PCR merkers in koppelingsfase.     
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4.4 GISH en FISH onderzoek  
Voor dit onderzoek werden verschillende LA en OA F1 hybriden teruggekruist met 
verschillende Aziatische cultivars. Zaadknop en embryo reddingstechnieken werden 
toegepast om terugkruisingspopulaties (BC) te verkrijgen. Veel F1 LA-hybriden bleken 
steriel te zijn, maar een aantal uitsluitend 2n-gameten producerende hybriden kon worden 
geïdentificeerd waarbij voldoende gameten werden geproduceerd voor vervolgonderzoek. In 
uitzonderlijke gevallen bleek bij LA hybriden deels een normale meiose plaats te vinden 
resulterend in de vorming van n-gameten. Om de potentie van n-gameten en de toepassing 
hiervan ten behoeve van analytische veredeling op diploïd niveau in lelie te onderzoeken 
werd het ploïdie niveau en de intergenomische recombinatie in nakomelingen van deze LA-
hybriden onderzocht. In totaal werden  104 BC1 LA-hybriden bestudeerd;  hiervan waren 23 
diploïd (2n=2x=24), 73 triploïd (2n=2x=36) en 4 aneuploid (2x – 1, 2x + 2 of 2x + 3). Op 
soortgelijke wijze werden triploïde BC (LAA) planten teruggekruist op diploïde Aziatische 
ouders. Dit resulteerde o.a. ook in 14 diploïde BC2 nakomelingen. De intergenomische 
recombinatie en de mate van introgressie van de beide genomen (L en A) in deze diploïde 
genotypen werd door middel van GISH (Genomische in situ Hybridisatie) vastgesteld. 
Tussen de chromosomen van deze LA-hybriden werd een omvangrijke intergenomische 
recombinatie waargenomen. Een groot deel van het L-genoom werd doorgegeven van de F1 
LA-hybriden naar de BC nakomelingen. Er werden echter slechts enkele segmenten van het 
L-genoom van de diploïde en triploïde BC1 (LAA) planten overgedragen naar de BC2 
nakomelingen.  
Met GISH is een groot aantal recombinatie gebeurtenissen geïdentificeerd die in 
verschillende LA en OA-hybriden werden verkregen  met behulp van functionele 2n-
gameten. Met behulp hiervan zijn recombinatie kaarten van de 3 Lilium genomen 
geconstrueerd. Hiertoe zijn BC nakomelingen van twee diploïde interspecifieke leliehybriden 
gebruikt, te weten LA en OA-hybriden. De BC nakomelingen van de LA-hybriden bestonden 
uit triploïde (2n = 3x = 36) diploïde (2n = 2x = 24) en enkele aneuploïde genotypen en die 
van de OA-hybriden bestonden hoofdzakelijk uit triploïde (2n=3x=36) en enkele aneuploïde  
genotypen. In de LA-hybriden werden 248 recombinatie plaatsen gelokaliseerd op de 12 
verschillende chromosomen van elk genoom (L en A). Evenzo werden bij de OA-hybriden 
116 recombinatie plaatsen gelokaliseerd op de 12 chromosomen van het O- en A-genoom. 
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De afstand (in micrometer) van de recombinatie plaatsen tot de centromeren werd bepaald. 
Op basis van deze recombinatieplaatsen werden vier cytologische kaarten geconstrueerd. 
Omdat de Aziatische ouder in beide hybriden (LA en OA) aanwezig is, werden twee kaarten 
geconstrueerd voor het A-genoom aangeduid als Aziaat (L) en Aziaat (O) en één voor de 
Longiflorum (A) en Oriental genomen.  
 
 
 
 
Fig. 4. Somatische metafase chromosomen van BC1 nakomelingen van LA hybriden waarop de 
recombinatie plaatsen op diverse chromosomen zichtbaar zijn gemaakt met GISH (pijltjes)). Een triploïde 
(2n=3x=36) BC1 nakomeling van de LAA hybride 066994-3 met 49 recombinatie punten. Inzet: een 
recombinant chromosoom met 8 recombinatie sites in de BC1 LA hybride (062071-2. 
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Figure 5. Vier chromosoom recombinatie kaarten verkregen uit GISH-analyse van BC 
nakomelingen van LA en OA hybriden. De genomen zijn aangegeven als  Longiflorum (A), 
Asiatic (L), Oriental (A) and Asiatic (O)- de recombinatie partner in is aangegeven tussen 
haakjes. 
 
 De meest logische benadering bij het creëren van genetische variatie via homoeologe 
recombinatie in BC nakomelingen van LA en OA hybriden is de toepassing van n- en 2n-
gameten. In totaal, werden 61 BC1 LA (LA x AA en AA x LA) en 52 OA (AA x OA) 
nakomelingen verkregen via unilaterale polyploïdisatie. Daarnaast werden 16 F2 LA 
 
 23/32 
nakomelingen verkregen via bilaterale sexuele polyploïdisatie door onderlinge kruising van 
F1 LA-hybriden. GISH werd toegepast voor identificatie van de ouder genomen, de 
ontstaanswijze en de bepaling van de mate van introgressie bij de verschillende lelie 
hybriden. De meeste BC1 nakomelingen (LA en OA) ontstonden uit 2n-gameten via het 
zogenaamde First Division Restitution (FDR) mechanisme. Er werden echter negen LA- en 
vier OA-genotypen geïdentificeerd waaraan het zogenaamde Indeterminate Meiotic 
Restitution (IMR) mechanisme van  2n gameetvorming aan ten grondslag lag. In de LA-
hybriden werd in vergelijking met de OA-hybriden meer recombinatie gevonden. 
Intergenomische recombinatie werd ook vastgesteld in de F2 LA-populaties. In dit geval 
hebben beide ouders met 2n-gameten bijgedragen waarmee de bilaterale sexuele 
polyploïdisatie gebeurtenis in de LA-hybriden wordt bevestigd. De relevantie van de 
interspecifieke lelie hybriden verkregen na uni- en bilaterale polyploïdisatie resulterend in 
allotriploïden en allotetraploïden wordt bediscussieerd in relatie tot introgressie en de 
genetische kartering 
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6. Conclusies 
 
Ten aanzien van de verwachte en de bereikte resultaten kunnen de volgende conclusies 
getrokken worden: 
6.1 Merker analyse: 
De AOA populatie bleek minder geschikt voor merker onderzoek gezien de uitsplitsing van 
deze triploïden. Voor de AA en LA-populaties zijn in totaal 1086 zowel NBS als DArT 
merkers ontwikkeld en hiermee zijn de nakomelingen gegenotypeerd. Voor de DArT 
merkeranalyse zijn er aanpassingen op bestaande protocollen geïntroduceerd om te 
compenseren voor het grote genoom van lelie. In totaal zijn voor de AA populatie 700 
merkers ontwikkeld (155 NBS merkers en 244 DArT merkers naast een bestaande set van 
301 AFLP merkers) en zijn voor de LA populatie 687 merkers ontwikkeld (34 NBS merkers 
en 653 DArT merkers).  
6.2 Mapping: 
NBS en DArT markers zijn geanalyseerd en gebruikt voor de kartering van genetische 
kaarten voor de AA en LA populatie met JoinMap 4.0. Voor de LA populatie zijn in totaal 
378 markers met hoge betrouwbaarheid (LOD 6) gekarteerd in 22 koppelingsgroepen (31 
NBS en 347 DArT markers). Een nieuwe genetische kaart van de AA-populatie is 
gepresenteerd. 
6.3 Merkerconversie: 
Van 6 DArT-markers is merkerconversie uitgevoerd. Dit heeft tot nu toe geleid tot 4 
geconverteerde markers voor 2 Fusarium QTLs en 2 markers gekoppeld aan LMoV.. 
6.4 GISH en FISH onderzoek:  
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Met GISH is een groot aantal recombinatie gebeurtenissen geïdentificeerd die in 
verschillende LA en OA-hybriden werden verkregen  met behulp van functionele 2n-
gameten. Met behulp hiervan zijn 4 recombinatie kaarten van de 3 Lilium genomen 
geconstrueerd. Een koppeling met de moleculaire kaarten heeft nog niet plaats gevonden. Bij 
diverse LA-hybriden zijn eveneens functionele n-gameten gevonden die hebben geleid tot 
een nieuwe strategie voor de LA-veredeling, via de zgn, analytische veredeling. 
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De nieuwste moleculaire merker technieken (GISH en FISH chromosoomkleurings-technieken; 
NBS-profyling en DArT moleculaire merkertechnieken) zijn toegepast op lelie  met als doel de 
overdracht van chromosoomfragmenten in kruisingen tussen verschillende leliehybriden (LA 
OA) te volgen, en in een vroeg stadium te selecteren op resistentie tegen Fusarium, Botrytis  en 
virus. Hierdoor krijgt men inzicht in de vererving van resistenties in deze hybride-kruisingen, en 
kan men gerichter en efficiënter veredelen.    Met GISH is een groot aantal recombinatie 
gebeurtenissen geïdentificeerd die in verschillende LA en OA-hybriden werden verkregen  met 
behulp van functionele 2n-gameten. Op basis van deze recombinatieplaatsen werden vier 
cytologische kaarten geconstrueerd. De DArT (Diversity Array Technology) is een op 
microarrays gebaseerde moleculaire merker techniek die variatie in DNA op enkele honderden 
loci simultaan kan detecteren zonder specifieke informatie van genoomsequenties. In totaal 
werden 1086 DArT en NBS merkers ontwikkeld voor de twee populaties samen. Daarvan zijn 
301 polymorfe merkers geplaatst  op 24 koppelingsgroepen in de AA populatie en 378 polymorfe 
merkers geplaatst op 22 koppelingsgroepen in de LA populatie. Er zijn 6 merkers voor drie 
verschillende QTLs (voor Fusarium en virus resistentie) gevonden die zijn geconverteerd. Alle 
merkers waren afkomstig van de DArT aanpak. 
 
 
 31/32 
11. Publiekssamenvatting (bij voorkeur 1 en maximaal 2 pagina’s) 
 
        De nieuwste moleculaire merker technieken (GISH en FISH chromosoomkleurings-
technieken; NBS-profyling en DArT moleculaire merkertechnieken) zijn toegepast op lelie met 
als doel de overdracht van chromosoomfragmenten in kruisingen tussen verschillende 
leliehybriden (LA OA) te volgen, en in een vroeg stadium te selecteren op resistentie tegen 
Fusarium, Botrytis  en virus. Hierdoor krijgt men inzicht in de vererving van resistenties in deze 
hybride-kruisingen, en kan men gerichter en efficiënter veredelen. 
  Met GISH is een groot aantal recombinatie gebeurtenissen geïdentificeerd die in 
verschillende LA en OA-hybriden werden verkregen  met behulp van functionele 2n-gameten. 
Met behulp hiervan zijn recombinatie kaarten van de 3 Lilium genomen geconstrueerd. De BC 
nakomelingen van de LA-hybriden bestonden uit triploïde (2n = 3x = 36), diploïde (2n = 2x = 24) 
en enkele aneuploïde genotypen en die van de OA-hybriden bestonden hoofdzakelijk uit triploïde 
(2n=3x=36) en enkele aneuploïde  genotypen. In de LA-hybriden werden 248 recombinatie 
plaatsen gelokaliseerd op de 12 verschillende chromosomen van elk genoom (L en A). Evenzo 
werden bij de OA-hybriden 116 recombinatie plaatsen gelokaliseerd op de 12 chromosomen van 
het O- en A-genoom. De afstand (in micrometer) van de recombinatie plaatsen tot de centromeren 
werd bepaald. Op basis van deze recombinatieplaatsen werden vier cytologische kaarten 
geconstrueerd. Omdat de Aziatische ouder in beide hybriden (LA en OA) aanwezig is, werden 
twee kaarten geconstrueerd voor het A-genoom aangeduid als Aziaat (L) en Aziaat (O) en één 
voor de Longiflorum (A) en Oriental (A) genomen. Er zijn duidelijke verschillen in de 
hoeveelheid recombinatie tussen de chromosomen wat consequenties heeft voor de introgressie 
veredeling van interessante eigenschappen vanuit de ene lelie sectie naar de andere lelie sectie.    
De  moleculair genetische technieken GISH/FISH hebben getoond krachtige instrumenten te zijn 
voor de constructie van cytogenetische kaarten bij interspecifieke kruisingen in gewassen met 
grote genomen zoals lelie. Deze technieken zijn ook gebruikt voor de identificatie en integratie 
van genetische kaarten met chromosoomkaarten. FISH maakt het mogelijk om overgedragen 
chromosoomsegmenten of merkers te volgen in de nakomelingschappen.                                         
De DArT genotypering is succesvol verlopen. DArT (Diversity Array Technology) is een op 
microarrays gebaseerde moleculaire merker techniek die variatie in DNA op enkele honderden 
loci simultaan kan detecteren zonder specifieke informatie van genoomsequenties. De DArT 
techniek werd aangepast voor LA-hybriden om efficiënt genetische kartering mogelijk te maken. 
De combinatie van de restrictie enzymen PstI + TaqI genereerde de hoogste frequentie van 
polymorfe genomische representaties voor een genotypen array. Genomische representaties van 
88 F1 LA planten werden gebruikt om een DArT microarray samen te stellen. In totaal werden 
687 DArT merkers ontwikkeld en 345 polymorfe merkers konden worden geplaatst  op 22 
koppelingsgroepen. De verkregen koppelingskaart is 1642 cM (4.3cM/merker) lang. 
Vergelijkbare resultaten zijn met een AA populatie behaald De resultaten onderstrepen de 
potentie van DArT als genetische techniek voor genoom karakterisering. Toepassing van de 
DArT techniek is een effectieve methode om genetische koppelingskaarten te construeren, 
speciaal in gewassen met grote genomen (zoals Lilium) waarvoor andere technieken minder 
bruikbaar zijn gebleken. Er zijn 6 merkers voor drie verschillende QTLs (voor Fusarium en virus 
resistentie) geconverteerd. Alle merkers waren afkomstig van de DArT aanpak. 
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